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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, eine 
ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellprolifera- 
tion und -Differenzierung wahrend der Embryonai-Entwicklung von Drosophila, 
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfafct die Kombination von 
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind, 
und wnt-Rezeptoren, an die die Glykoproteine binden. Ferner ist der wnt-Signal- 
weg beim Menschen kausal im Colon- und Mammakarzinom sowie dem Mela- 
nom impliziert (vgl. Peifer, M„ Science 275, (1997), 1752-1753). Inhibitoren 
des wnt-Signalwegs konnten daher eine Moglichkeit darstellen, therapeutisch bei 
Tumorerkrankungen eingreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann. 

Erfindungsgemafc wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein inhibitor-Protein des wnt- 
Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsensus-Sequenzen I und II umfafct. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daS in 
Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das den wnt-Signalweg inhibiert. Der Anmelder hat gefunden, daft die 
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Expression des wnt-Gens, Xwnt-8, in Xenopus laevis zur Ausbildung von Siame- 
sischen Zwillingen fuhrt. Diese Mifcbildung wird verhindert, wenn gieichzeitlg das 
vorstehende Protein exprimiert wird. Dieses Protein ist ein sekretorisches Protein 
von etwa 40 kD. Es weist zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Cystein- 
reichen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II auf. Varianten des Proteins 
sind in Form ihrer DNAs in Fig. 2 angegeben. Desweiteren hat der Anmelder 
erkannt, dafc Varianten des Proteins in unterschiedlichen Geweben exprimiert 
werden (vgl. Tabelle 1 und Fig. 3). 

In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit "wnt-lnhibitor" 
(wnM) bezeichnet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform weist (wnt-l) die in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsenus-Sequenzen I und II auf. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur (wnt-l) kodieren- 
de Nukleinsaure. Diese kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.B. 
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgen- 
des umfafct: 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 
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Die DNA von Fig. 2 umfafct sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus, 
Mensch oder Huhn stammen und fur (wnt-l) kodieren. Sechs dieser DNAs 
wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt: 

Fig. 2.1 (DNA aus Mensch) als phdkk-3 unter DSM 1 1762 

Fig. 2.2 (DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3 

Fig. 2.3 (DNA aus Maus) als pmdkk-2 unter DSM 1 1759 

Fig. 2.4 (DNA aus Mensch) als phdkk-2 unter DSM 1 1761 

Fig. 2.5 (DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 1 1758 

Fig. 2.6 (DNA aus Mensch) als phdkk-1 unter DSM 1 1760 

Fig. 2.7 (DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 1 1757 

Nachstehend wird eine erfindungsgemafce DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
Diese steht beispielhaft fur jede unter die voriiegende Erfindung fallende DNA. 

Zur Herstellung einer erfindungsgemaften cDNA ist es gunstig, von einer Xeno- 
pus laevis-cDNA-Bibliothek auszugehen (vgl. Glinka, A. et al., Mechanisms 
Develope. 60, (1996), 221-231). Von den einzelnen cDNA-Klonen werden 
mittels RNA-Polymerase entsprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden 
zusammen mit mRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji- 
ziert. Es wird auf die Ausbildung von Siamesischen Zwillingen bei Xenopus 
laevis gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens alleine 
oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht 
fur (wnt-l) kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwillingen wird somit 
als Nachweis fur das Vorliegen einer mRNA gewertet, die fur (wnt-l) kodiert. 
Solch eine mRNA lafct unmittelbar die entsprechende cDNA erkennen. 

Eine erfindunggemafte cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coii sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadl zu 
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nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, 
cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet 
sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemafce, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weifc, in welcher Weise eine erfindungsgemafce cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden muft. Ihm ist auch bekannt, dafc diese cDNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so da£ die erfindungsgemafce cDNA in Form eines Fur 
sionsproteins exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemafce cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 
sions)protein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
naien Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 
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Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, den wnt-Signalweg besser zu unter- 
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemafcen Antikorper kann (wnt-l) 
in Organisrnen nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgema- 
Sen (wnt-l) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere einen 
Western Blot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfiuo- 
reszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemaSen Nukleinsaure, 
insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fur 
(wnt-l) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Somit konnen mit der vorliegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht, 
d.h. diagnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam- 
menhangen. Dies sind z.B. Zellproliferation und -Differenzierung sowie Erkran- 
kungen verschiedenster Art. Beispiele von letzteren sind Erkrankungen des 
Auges und der Knochen sowie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und 
Mammakarzinom sowie Melanom. 

Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung, Mafcnahmen fur und gegen 
das Vorliegen von (wnt-l) in Organisrnen zu ergreifen. Mit einem erfindungs- 
gemafcen Antikorper kann (wnt-l) in Organisrnen inhibiert werden. Andererseits 
kann mit einem erfindungsgemaGen (wnt-l), insbesondere nach Kopplung an ein 
vom Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die 
Menge von (wnt-l) in Organisrnen erhoht werden. Entsprechendes kann auch mit 
einer erfindungsgema&en Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo- 
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-l) in 
diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemafte Nuklein- 
saure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden. 
Hierzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sinn- 
Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (wnt-l) kodierenden Gens 
verwendet. 
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Somit stellt die vorliegende Erfindung auch die Moglichkeit bereit, in den wnt- 
Signalweg aktivierend bzw. inhibierend einzugreifen. Erstes konnte z.B durch 
Verabreichungeines erfindungsgemafcen Antikorpers gegen (wnt-l) erfolgen. Fur 
letzteres bietet sich an, erfindungsgemafces (wnM) zu verabreichen. Die Aktivie- 
rung des wnt-Signalwegs konnte sinnvoil sein, wenn daran gedacht wird, 
Organismen fur Organspende zu zuchten. Die Inhibierung des wnt-Signalwegs 
bietet sich allerdings an, urn therapeutisch bei Erkrankungen von Knochen und 
des Auges sowie bei Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und Mammakar- 
zinomen sowie Melanom, eingreifen zu konnen. 

insbesondere zeichnet sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, daft sie 
gewebespezifisch eingesetzt werden kann. Dies gilt sowohl fur Diagnose als 
auch fur Therapie. Beispielsweise eignet sich eine erfindungsgemafce DNA, DKK- 
1 , ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, 
wie Gehirn, Herz, Gefafce, Knochen, Knorpel, Bindegewebe und Auge. Ferner 
eignet sich eine erfindungsgemafce DNA, DKK-2, ein entsprechendes Protein 
bzw. ein Antikorper davon besonders fur Gewebe, wie Gehirn, Herz, Gefafce, 
Knochen, Bindegewebe, Nieren, Hoden, Milz, Ovarien, Muskel, Uterus, Knorpel, 
Auge und Brustdruse. Desweiteren eignet sich eine erfindungsgemafce DNA, 
DKK-3, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikorper davon, besonders fur 
Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefaBe, Knochen, Knorpel, Auge, Bindegewebe, 
Lunge, Ovarien, Muskel und Brustdruse. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II eines erfin- 

dungsgemafcen (wnt-l). Die Angabe "-" bedeutet eine Aminosaure, 
wobei die Zahl der Aminosauren variabel ist, wenn sie einen Stern 
aufweisen, 

Fig. 2 zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l) kodierenden DNAs mit 

Angabe der Basen, die zu den Aminosaure-Konsensus-Sequenzen 
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von (wnt-l) beitragen. 



Fig. 3 



zeigt die Expression von drei (wnM) kodierenden DNAs, DKK-1, 
DKK-2 und DKK-3, in Geweben. 
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Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 

Beispiel 1 : Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemafcen (wnt-l) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemafcen (wtn-l) wurde die DNA von Fig. 2.6, 
phdkk-1 mit Bam Hl-Linkern versehen, anschiiefcend mit Bam HI gespalten und 
in den mit Bam HI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es 
wurde das Expressionspiasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein solches kodiert fur ein 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs- 
gemafcen (wnM) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von 
E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) 
verwendet. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit 100//g/ml Ampicillin 
und 25//g/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60/yM Isopropyl-fc-D-Thiogalacto- 
pyranosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde 
eine Lyse.der Bakterien erreicht, anschliefcend wurde mit dem Lysat eine Chro- 
matographic (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 1 8 % SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 
J.O. und Kornberg, R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, dafc ein erfindungsgemaBes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 



30 



Beispiel 2: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemalien Antikorpers 

Ein erfindungsgemaSes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
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Natriumacetat wurde eine ca. 40 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und 
in Phosphat gepufferter Kochsalzldsung inkubiert. Gel-Stucke wurden sedimen- 
tiert, bevor die Proteinkonzentration des Oberstandes durch eine SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, bestimmt 
wurde. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immuni- 
siert: 

Immunisierungsprotokoll fur polykionale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35/yg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 

und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgemaftes Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschliefcend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 
(36/yM 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 
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Es zeigte sich, date erf indungsgemafce, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 



tmmunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

5 Pro Immunisierung wurden 40/yg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
10 Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb wurden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
wurden erfindungsgernafce, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

1 5 Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden 12/yg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

20 . Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 



25 



Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemafce, monoklonale Antikorper wurden nachgewiesen. 
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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine 
der in Fig. 1 angegebenen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II 
umfafct. 

Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus- 
Sequenzen I und II umfafct. 

DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 
DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4. 

Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 5. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2, umfas- 
send die Kultivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne- 
ten Bedingungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 

Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Dia- 
gnose und/oder Therapie. 
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1 0. Verwendung der DNA nach Anspruch 3 oder 4 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Deutsches Krebsf orschungszentrum 
(3) STRASSS: Im Neuenheimer Feid 280 
(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 69 120 

(ii; 3EZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Inhibicorprocein des wnt -Signalwegs 

(ill) ANZAKL DER SEQUENZEN : 7 

(iv) COMPUTER- LESB ARE FAS SUNG : 

(A- DATENTRAGER: FicDDy disk 
(E; COMPUTER: IBM PC* compatible 

(C) 3ETRIEBSSYSTEM : PC. -DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version Si . 30 (EPA) 

iv) DAT EN DER VORANMELDUNC- : 

ANKELDENUMMER : DE 13747416.7 

(2) ANGABEN Z'J SEQ ID NO: 1: 

• i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 12 97 Basenoaare 
(5) ART: Nucleotid 
(C) STRANG FORM : Einzel Strang 
(D; TOPOLOGIE: linear 

(iii ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPCTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi! SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



GACAGTCGGA 


GCCGGCGCTG 


CAG CAT C AAA 


GGGACTTATC 


TTGGAGGACT 


TGTGAATTCT 


SO 


CATCCTGCCA 


TTGTGGTTAC 


TGAGTCTGGT 


TGGACAGAGG 


AATGGG CAG C 


AACATGTTCC 


I2C 


CGGTGCCTCT 


TATTGTCTTT 


TGGGGTTTTA 


TCTTGGATGG 


GGCACTTGGC 


TTTGTCATGA 


18C 


TGACCAACTC 


CAACTCCATC 


AAGAATGTG C 


CGG CGG C ACC 


AGCAGGTCAG 


CCCATTGGCT 


240 


ACTACCCTGT 


GAGCGTCAGT 


CCGGACTCCC 


TATATGATAT 


TGCCAACAAG 


TACCAACCTC 


30C 


TGGATGCCTA 


CCCGCTCTAC 


AGTTGCACGG 


AAGATGATGA 


CTGTGCCCTT 


GATGAATTCT 


36C 


GTCACAGTTC 


CAGAAACGGC 


AACTCTCTGG 


TTTGCTTGGC 


ATGCCGGAAA 


CGCAGAAAGC 


42C 


GTTGCCTGAG 


GGACGCCATG 


TGCTGCACAG 


GCAACTACTG 


TAGCAACGGA 


ATTTGTGTCC 


48C 


CTGTGGAGCA 


AG AT CAAGAG 


CGCTTCCAAC 


ACCAGGGATA 


CCTGGAAGAA 


ACCATTCTGG 


54 C 


AAAACTATAA 


TAATGCTGAT 


CATGCAACAA 


TGGATACTCA 


TTCCAAATTA 


ACCACGTCCC 


60C 
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CATCTGGAAT GCAGCCCTTT AAAGGCCGTG ATGGTGATGT TTGCCTCCGA TCAACTGACT 

GTGCGCCAGG TCTATGCTGT GCCCGTCATT TCTGGTCAAA GATCTGCAAG CCGGTCCTTG 

ATGAAGGCCA AGTGTGCACC AAGCACAGGA GGAAAGGCTC TCACGGGCTA GAGATTTTCC 

AGCGTTGTCA CTGCGGTGCC GGACTCTCGT GCCGGTTACA GAAAGGAGAA TTTACAACTG 

TCCCTAAAAC ATCGAGACTT CACACTTGCC AAAGACACTA AGCGAGGCCT ACAGAGCCTG 

AAGGACCTTC TCTAAATTAA GCTAATTAAG ACTTTGGTAC CTGCATGTTA TTTTCTCAGT 

TTACATGAAG TGCTCTGGTC TTCCCTGAAC CCGGAAGCTG CGCAACTTGT TTCTTTTTTT 

GAGGAACTTC CTAATTAATG CTAATTACAG TAAATTACTG TGTTGTAAAT ACTACGCAAG 

GAGACCTGTA AAAACTGTAA ATACCCGTGT ATAGAAAGTG TACATGATCT TCTCTATTGT 

AACCTGCCAC CTTGTACATT CCGACGCGCT CTTCCCTTTT TATATATATA TATATATAAA 

TATATATTAT ATTATGTAGA GTTTACGTCT AGTATGTCTG TATTTTTAAT TGAAATAAAA 

CATTTCTAAA CTTAAAAACA AAAAAAAAAA AAAAAAA 

(2 5 ANGABSN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) -SEQU2NZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 881 Basenoaare 
{3) ART: Nucleocid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii; ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
£iiij KYPOTHETISCH : NEIN 
tiv) ANT I SENSE : NEIN 



(Xi: SEQUSNZBESCHREIBUNG: SEQ 10 NO: 2: 



TGCAGGCATG 


AACAAGGACT 


GGGTTCGGCG 


GCAGTGAGAA 


GGGGAAAAoC 


CTGGGGCAGG 


CCTACCCTTG 


CAGCAGTGAT 


AAGGAATGTG 


AAGTTGGAAG 


AT ACT 3 CC AC 


AGTCCCCACC 


AAGGTTCATC 


AGCCTGCATG 


CTCTGTAGGA 


GGAAAAAGAA 


ACGATGC CAC 


AGAGATGGGA 


TGTGTTGCCC 


TGGTACCCGC 


TGCAATAATG 


GAATCTGCAT 


CCCAGTCACT 


GAGAGCATCC 


TCACCCCACA 


TATCCCAGCT 


CTGGATGGCA 


CCCGGCATAG 


AG AT CGCAAC 


CATGGT CACT 


ATTCCAACCA 


TGACCTGGGA 


TGGCAGAATC 


TAGGAAGGCC 


ACACTCCAAG 


ATGCCTCATA 


T AAAAGG A C A 


TGAAGGAGAC 


CCATGCCTAC 


GGTCATCAGA 


CTGCATTGAT 


GGG TTTTGTT 


GTGCTCGCCA 


CTTCTGGACC 


AAAATCTGCA 


AACCAGTGCT 


CCATCAGGGG 


GAAGTCTGTA 


CCAAACAACG 


CAAGAAGGGT 


TCGCACGGGC 


TGGAGATTTT 


CCAGAGGTGT 


GACTGTGCAA 


AGGGCCTGTC 


CT3CAAAGTG 


TGGAAAGATG 


CCACCTACTC 


TTCCAAAGCC 


AGACTCCATG 


TATGCCAGAA 


GATCTGATAA 


ACACTGGAAG 


AGTCATCACT 


AGCAGACTGT 


GAATTTGTGT 



660 
720 
780 
840 
90G 
96 0 
1020 
1080 
1140 
1200 
12 5 0 
1297 



12C 
18C 
240 
300 
360 
4 2C 
480 
540 
6 00 
66C 
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ATTTAATGCA TTATGGCATG ATGGAAACCT GGATTGGAAT GCGGAAGAAT GAGGGATGTG 72 0 

GTAAGAATGT GGAGCAGAAG AGGGCAGGAC TGAATCAAGT AGAGTCGACA ACAACCAAAG 78 0 

TACTACCAGT GCTTCCGTTA TGTGCCTCAT CTATGTAAAT AATGTACACA TTTGTGAAAA 84 0 

TGCTATTATT AAAAGAAAGC AC AC C ATGG A AATTACAAAA A 881 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

£i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1226 BasenDaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

fii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iiij HYPOTHETISCH : NEIN 
iiv} ANTISSNSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



GACCCACGCG 


TCCGTGCCTG 


TTTGCGTCCT 


T CGGAGATG A 


TGGTTGTGTG 


TGCACCGGCA 


5 0 


GCTGTCCGGT 


TCTTGGCCGT 


GTTTACAATG 


ATGGCTCTCT 


GCAGCCTCCC 


TCTGCTAGGA 


120 


GCCAGTGCCA 


CCTTGAACTC 


AGTTCTCATC 


AATTCCAACG 


CGATCAAGAA 


CCTGCCCCCA 


ISO 


CCGCTGGGTG 


GTGCTGGGGG 


GCAGCCGGGC 


TCTGCTGTCA 


GTGTGGCGCC 


GGGAGTTCTC 


24 0 


TATGAGGGCG 


GG AACAAGTA 


CCAGACTCTT 


GACAACTACC 


AGCCCTACCC 


TTGCGCTGAA 




GATGAGGAGT 


GCGGCTCTGA 


CGAGTACTGC 


TCCAGCCCCA 


GCCGCGGGGC 


AGCCGGCGTC 


2 5 0 


GGAGGTGTAC 


AGATCTGTCT 


GGCTTGCCGA 


AAGCGCAGGA 




GACGCACGCT 


420 


ATGTGCTGCC 


CCGGGAACTA 


CTGCAAAAAT 


GGAATATGCA 


TGCCCTCTGA 


CCACAGCCAT 


4 30 


TTTCCTCGAG 


GGGAAATTGA 


GGAAAGCATC 


ATTGAAAACC 


TTGG T AATG A 


CCACAACGCC 




GCCGCGGGGG 


ATGG AT AT CC 


CAGAAGAACC 


ACACTGACTT 


C AAAAA TATA 


T C AC AC C AAA 


5 0 0 


GGACAAGAAG 


GCTCCGTCTG 


CCTCCGATCA 


TCAGACTGTG 


CCGCAGGGCT 


GTGTTGTGCA 


550 


AGACACTTCT 


GGTCCAAGAT 


CTGTAAACCT 


GTCCTTAAAG 


AAGGTCAGGT 


GTGCACCAAG 


720 


CACAAACGGA 


AAGGCTCCCA 


CGGGCTGGAG 


ATATTCCAGC 


GCTGTTACTG 


CGGGGAAGGC 


780 


CTGGCTTGCA 


GGATACAGAA 


AGATCACCAT 


CAAGCCAGCA 


ATTCTTCTAG 


GCTCCACACC 


84 0 


TGCCAGAGAC 


ACTAAACCGA 


CAGTCTAAAT 


ATGATGGACT 


CTTTTTATCT 


AATATATGCT 


900 


ACGAAAATCC 


TTTATGATTT 


GTCAGCTCAA 


TCCCAAGGAT 


GTAGGAATCT 


TCAGTGTGTA 


950 


ATTAAGCATT 


CCGACAATAC 


TTTCCAAAAG 


CTCTGGAGTG 


TAAGGACTTT 


GTTTCTTGAT 


10 2 0 


GGAACTCCCC 


TGTGATTGCA 


GTAAATTACT 


GTGTTGTAAA 


'T'CC'^'CA'^-'^'G' 7, 


GGCACTTACC 


1060 


TGTAAATGCA 


GCAAAACTTT 


'J , ^J\'J , 'p^T u T , 'T , 'T l 


TCTAGAGGTG 


TGGTACATTC- 


Z CTTGTTTCT 


1140 
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CTTGCATGTA AATTTTTTTT GTACACGGTT GATTGTCTTG ACTCATAAAT ATT C TAT ATT 12 00 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

{ i ) S E QUEN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 768 Basenoaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
{iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANT I SENSE: NEIN 



(xi) SEQUZNZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 



ATACGACTCA 


CTATAGGGAA 


TTTGGCCCTC 


GAGGCCAAGA 


ATTCGGCACG 


AGGGTTGGGA 


6 0 


GGTATTGCCA 


CAGTCCCCAC 


CAAGGATCAT 


CGGCCTGCAT 


GGTGTGTCGG 


AGAAAAAAGA 


120 


AGCGCTGCCA 


CCGAGATGGC 


ATGTGCTGCC 


CCAGTACCCG 


CTGCAATAAT 


GGCATCTGTA 


180 


TCCCAGTTAC 


TGAAAGCATC 


TTAACCCCTC 


ACATCCCGGC 


TCTGGATGGT 


ACTCGGCACA 


240 


GAG AT CG AAA 


CCACGGTCAT 


TACT CAAAC C 


ATGACTTGGG 


ATGGCAGAAT 


CTAGGAAGAC 


300 


CACACACTAA 


GAT3TCACAT 


AT AAAAGGG C 


ATGAAGGAGA 


CCCCTGCCTA 


CG AT CATC AG 


360 


ACTGCATTGA 


AGGGTTTTGC 


TGTGCTCGTC 


ATTTCTGGAC 


CAAAATCTGC 


AAACCAGTGC 


420 


TCCATCAGGG 


GGAAGTCTGT 


ACCAAACAAC 


GCAAGAAGGG 


TTCTCATGGG 


CTGGAAATTT 


4 60 


TCCAGCGTTG 


CGACTGTGCG 


AAGGGCCTGT 


CTTGCAAAGT 


ATGGAAAGAT 


GCCACCTACT 


540 


CCTCCAAAGC 


CAGACTCCAT 


GTGTGTCAGA 


AAATTTGATC 


ACCATTGAGG 


AAC AT CATC A 


600 


ATTGCAGACT 


GTGAAGTTGT 


GTATTTAATG 


CATTATAGCA 


TGGTGGAAAA 


TAAGGTTCAG 


660 


ATGCAGAAGA 


ATGGCTAAAA 


TAAGAAACGT 


GATAAGAATA 


TAGATGATCA 


CAAAAAAAAA 


72C 


AAAAAAAAAG 


ATGCGGCCGC 


AAGCTTATTC 


CCTTTAGTGA 


GGGTTAAT 




763 


(2) ANGABEN ZU SEQ ID 


NO: 5: 











{ i ; SEQUZNZKENNZE I CHEN : 

(A; LANGE : 828 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(iii ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 



GG AG TAG AAA AAAAAAAAAA AAAAAA 



1226 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

TGGCCCCGCA CGCCAAAAAT TCGGCACGAG GGTCTGGCAC TCAGAGGATG CTCTGACCTT 60 

GAAAGGGTCC TATCTGGAGA CGAGGGAGTA CAACGTGCTG AATGTGTGCG GTTCAGGGAG 120 

CATTTGGTAA CCCTGCATTT GGGAGCAGTG GGCACTAACC GGTTTTGGAG AGGTGGACAC 180 

ATAAGGACTG TGATCAGCGC CCGGGTCCAA GAGGGCGGGT ACCTGGACCT CTGGGTGCCT 24 0 

CACCCTCTCC CCGAACCCTT CCCACAGCCG TACCCGTGCG CAGAGGACGA GGAGTGCGGC 3 00 

ACTGATGAGT ACTGCGCTAG TCCCACCCCG CGGAGGGGAC CGCCGGCCGT GCAAATCTGT 360 

CTCGCCTGCA GGAAGCGCCG AAAACGCTGC ATGCGTCACG CTATGTGCTG CCCCGGGAAT 4 20 

TACTGCAAAA ATGGAATATG TGTGTCTTCT GATCAAAATC ATTTCCGAGG AGAAATTGAG 4 80 

GAAACCATCA CTGAAAGCTT TGGTAATGAT CATAGCACCT TGGATGGGTA TT-CCAGAAGA 54 0 

ACCACCTTGT CTTCAAAAAT GTATCACACC AAAGGACAAG AAGGTTCTGT TTGTCTCCGG 6 00 

T CATC AG ACT GTC-CCTCAGG ATTGTGTTGT GCTAGACACT TCTGGTCCAA GATCTGTAAA 6 60 

CCTGTCCTGA AAGAAGGTCA AGTGTGTACC AAGCATAGGA GAAAAGGCTC TCATGGACTA 7 20 

GAAATATTCC AGCGTTGTTA CTGTGGAGAA GGTCTGTCTT GCCGGATACA GAAAGATCAC 7 80 

CATCAAGCCA GTAATTCTTC TAGGCTTCAC ACTTGTCAGA GACACTAA 82 6 

(2) ANGA3SN ZU SEQ ID NO : 6: 

{ i } SEQUSNZKENNZEICHEN : 

(A) LANCE : 432 Basenoaare 
(3) ART: Nucleotid 
{CI STRANG FORM : Einzelscrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DSS MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(xi? SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

GCGGTGGCGG CCGCTCTAGA ATAGTGGATC CCCCGGGCTG CAGGAATTCG GCACGAGCGG 60 

CTGCGGGCGC AGAGCGGAGA TGCAGCGGCT TGGGCCACCC TGCTGTGCCT 3CTGCTGGCG 120 

GCGGCGGTCC CCACGGCCCC CGCGCCCGCT CCGACGGCGA CCTCGGCTCC AGTCAAGCCC 180 

GGCCCGGCTC TCAGCTACCC GCAGGAGGAG GCCACCCTCA ATGAGATGTT CCGCGGGTGA 24 0 

GGAACTGATG GAGGACACGC AG CAC AAATT GCGCAGCGCG GTGGAAGAGA TGGAGGCAGA 3 00 

AGAAGCTGCT GCTAAAGCAA TCATCAGAAG TGAACCTGGC AAACTTACCT CCCAGCTATC 360 

ACAATGAGAC CAACACAGAC ACGAAGGTTG GAAATAATAA CCATCCATGT GCACCGAGAA 4 20 

ATTCACAAGT TT 4 32 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 83 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 

(xi) SSQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7; 
CGGCGAGCGG CAGCGGCGGC TGAGGAGCGC CGGGGATGCG GCGGGGAGAG GGACCGGCGC 
CGCGGCGGCG ATGGCTGCTG CTGTTGGCCG TGCTGGCGGC TCTGTGCTGC GCCGCGGCCG 
GGAGCGGCGG GCGGCGGCGA GCGGCCAGCC TGGGCG AG AT GCTGCGGGAG GTGGAGGCGC 
TGATGGAGGA CACGCAGCAC AAGCTGCGCA ACGCCGTGCA GGAGATGGAA GCTGAAGAAG 
AAGGGG CAAA AAAACTGTCA GAAGTAAACT TTGAAAACTT ACCTCCCACC TACCATAATG 
AGTCCAACAC AGAAACCAGA ATTGGTAATA AAACTGTTCA GACTCATCAA GAAATTGATA 
AGGTTACAGA TAACAGAACT GGATCAACAA TTTTTTCCGA GACAATTATT ACATCTATAA 
AGGGTGGAGA AAACAAAAGA AATCATGAGT GTATCATTGA TGAAGACTGT GAAACAGGAA 
AGTATTGCCA GTTCTCCACC TTTGAATACA AGTGTCAGCC CTGTAAAACC CAGCATACAC 
ACTGCTCACG AGATGTTGAA TGCTGCGGAG ACCAGCTTTG TGTTTGGGGT GAGTGCAGGA 
AAGCCACTTC AAGAGGAGAA AATGGT AC CA TTTGTGAGAA CCAACATGAC TGCAACCCAG 
GAACGTGCTG TGCTTTTCAG AAAGAACTGC TGTTTCCTGT GTGCACTCCG TTACCCGAAG 
AAGGTGAACC TTG CCATGAT CCTTCAAACA GACTTCTCAA CCTGATCACC TGGGAACTGG 
AACCTGATGG AGTACTAGAG CGCTGCCCAT GTGCAAGTGG CTTGATCTGC CAACCTCAGA 
GCAGCCACAG TACTACATCT GTGTGTGAAC TGTCCTCCAA TGAAACCAGG AAAAACGAAA 
AAGAAGATCC CTTGAACATG GATGAGATGC CATTTATCAG TTTAAT AC CC AG AG AT AT T C 
TTTCTGATTA CGAAGAAAGC AGCGTCATTC AGGAAGTGCG TAAAGAATTA GAAAGCCTGG 
AGGACCAAGC AGGTGTGAAG TCTGAGCATG ACCCGGCTCA TGACCTATTT CTGGGAGATG 
AAATATGAAG TTCAAACACC AGTTTAGTT A GTCCTAGAAA TTGTTGTCTA GTGTCTTGCT 
TACATACACC CTTAACAGAT ACTGCTGGAT AGAAGTGCAA TAAACATCTT CATTGAGCAT 
CCGTTTTCGT GCACCAAACC TGCATGTTCA AATTCATGTT GAATTCACTC AATCTTTGGA 
CCAAACTTTC CATCAAAGAC AAATGAGAAA GGCATCAGTG TTTCCTTTGG ATTAATCCTT 
TCCTTTGTAC AG CAG AAATA AACGTATCAG TACTCGTACT CATTAAAAAA ACACACGGAG 



60 
120 
18C 
240 
300 
3 6 0 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
7BC 
84 0 

soo 

960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
138C 
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"E" altered Ookument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
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"L" Verdtfentllchung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdftentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden „ Y< 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Oftenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maf3nahmen bezieht 
"P" Veratfentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist * 



Spa to re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeltegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgnjnd dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf 
erflndenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Verotfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaG Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherche nbericht erstellt: 
1 • | X | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver- 
fahren sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tieri schen 
Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und grundete sich 
auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der intern ationalen Anmetdung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann. namlich 



3. [" "| Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherche nbehorde hat festgestellt. daG diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I | Da der Anmelder alia erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2. Da fur a(le recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
1 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3- rn Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Oer internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hlnsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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